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摘 要：该研究将核酸分子“光开关”［Ru（bpy）2（dppz）］2+作为荧光染料应用于实时荧光RPA扩增，实现了

对食源性致病菌（如金黄色葡萄球菌（S. aur）和沙门氏菌（S. spp））的单重和多重实时荧光RPA扩增检测。此外，

基于［Ru（bpy）2（dppz）］2+ 建立了一种快速、可视化RPA检测方法，该方法通过直接观察扩增产物DNA与［Ru
（bpy）2（dppz）］2+结合后在可见光下产生的强烈红色荧光信号判定扩增结果，避免了高浓度［Ru（bpy）2（dppz）］2+

对扩增反应产生的明显抑制，有良好的可视化检测效果，具有高特异性和高灵敏度，有望广泛应用于环境监

测、食品安全和临床诊断的现场快速核酸检测。
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Abstract：Compared with polymerase chain reaction（PCR） and loop-mediated isothermal amplifica⁃
tion（LAMP）， recombinase polymerase amplification（RPA） has a shorter reaction time（5-20 min） 
and requires less temperature and equipment，and can be carried out at 37-42 ℃ .  However， the 
current organic dyes used for real-time fluorescent RPA are dependent on imports and have small 
Stoke shifts，which are not conducive to visualization and observation.  In this study，we applied the 
nucleic acid molecule “light switch”［Ru（bpy）2（dppz）］2+ as a fluorescent dye for real-time fluores⁃
cent RPA amplification，and realized single and multiple real-time fluorescent RPA amplification de⁃
tection of food-borne pathogens（e. g. ，Staphylococcus aureus（S. aur），and Salmonella（S. spp））.  In 
addition，a rapid and visualized RPA detection method was established based on［Ru（bpy）2（dppz）］2+，
which determines the amplification results by directly observing the strong red fluorescence signal gen⁃
erated under visible light after the binding of amplification product DNA to［Ru（bpy）2（dppz）］2+ ，
avoiding the obvious inhibition of the amplification reaction caused by high concentration of［Ru（bpy）2
（dppz）］2+，and has good visualization effect.  It avoids the obvious inhibition of the amplification re⁃
action caused by high concentration of ［Ru（bpy）2（dppz）］2+，and has good visualization detection ef⁃
fect，high specificity and high sensitivity，and is expected to be widely used in the field of rapid nu⁃
cleic acid detection for environmental monitoring，food safety and clinical diagnosis.
Key words：recombinase polymerase amplification（RPA）；［Ru（bpy）2（dppz）］2+；visualization as⁃
say；S. aureus

核酸作为生物体的遗传物质，一直是生物化学研究的热点，随着分子生物学的不断发展，体外核
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酸扩增技术已经实现并且日趋完善，对于食品安全、环境监测、农业生产、疾病诊断等方面的发展具

有重要意义。聚合酶链式反应（PCR）作为最早被应用的体外扩增技术，已经成为分子生物学检测的重

要手段，但PCR技术检测周期长、步骤繁琐，难以实现即时快速的检测，只能在实验室或特定设备存

在的条件下，依赖于价格高昂的精密仪器，不利于基层现场快速检测的开展［1-2］。

等温核酸扩增技术凭借其强特异性、高灵敏度、简便快捷和低成本等优点逐渐受到了广泛关注。

其中以环介导等温扩增技术（LAMP）、重组酶聚合酶扩增技术（RPA）和重组酶介导等温扩增技术（RAA）
最具代表性。与LAMP、RAA不同，RPA可以非常快速（5~20 min）地扩增 DNA/RNA，并且可以在接近

体温的温度（37~42 ℃）下实现指数扩增，故而极大地推进了这类等温核酸扩增技术基层现场快速检测

应用的实现［3-5］。

RPA技术在 2006年基于参与细胞DNA合成、重组和修复的蛋白质完成开发［6］，相比于PCR具有操

作简单、扩增速度快、反应温度低等优点，已经广泛应用于细菌、病毒、真菌等检测领域［7］。在 RPA 
反应中，重组酶蛋白在三磷酸腺苷（ATP）存在下与引物结合，形成重组酶-引物复合物。重组酶-引物

复合物会寻找DNA模板中的同源序列，并促进引物在同源位点的链侵袭，形成D环结构，由单链结合

蛋白稳定。最后，重组酶自发分解，Bsu聚合酶与引物的 3′端结合，在脱氧核糖核苷三磷酸（dNTP）存

在下将其延伸，形成新的互补链［6-8］。循环重复此过程可实现对靶基因的指数扩增。

目前RPA一般通过终点检测（扩增后）对扩增子进行分析，其中大多数采用的是侧向层析检测，当

然，常规的琼脂糖凝胶电泳、比色检测、荧光检测都可以作为RPA的终点检测方法［6，9-10］。但由于RPA
扩增体系中存在多种酶组分，直接电泳时对电泳条带存在干扰，因此需对RPA产物进行纯化，导致实

验操作和检测时间增加，降低了检测效率［11］。鉴于此，一些实时监测的方法被开发出来，目前主要为

探针法和染料法。Exo和 Fpg 探针［12］已被研究用于实时的RPA检测，具有极高的特异性，但成本昂贵。

染料法是将荧光染料嵌合在DNA双链结构中的方法，随着扩增子的增加，荧光信号逐渐增强，该法具

有成本低、可实现多重检测的优势。目前 SYBR Green I［13］、Eva Green［14］等商业染料已被应用，

Piepenburg 等［13］将 SYBR Green I用于实时荧光 RPA，通过收集扩增期间的荧光信号实现了对枯草芽孢

杆菌 SpoB基因的实时测定。Loo 等［14］将Eva Green与实时RPA结合，在 37 ℃下通过对信号的实时收集

完成了对细胞色素-c的检测。同时，这些荧光染料也被用于RPA的终点检测，实现了对小肠结肠炎耶

尔森菌［15］、H. contortus［16］的检测以及GTS 40-3-2大豆［17］的筛选。但是这些染料依赖进口，且 Stoke’s位
移小，不利于可视化观察。

金属钌配合物例如［Ru（bpy）2（dppz）］2+是一种核酸分子光开关，在水溶液中几乎不发光，当出现双

链DNA时则会嵌入双螺旋结构，从而恢复荧光。与商品化染料相比，［Ru（bpy）2（dppz）］2+具有 Stoke’s
位移大、结构稳定、易于合成、价格低廉的优点［18-20］，可作为核酸检测的新型染料。本课题组前期研

究结果表明，［Ru（bpy）2（dppz）］2+可作为荧光染料对 PCR、LAMP 反应进行实时监测，并将其应用于

LAMP的快速可视化检测［21-25］，且其明确的结构更有利于后续的实验优化。但是目前尚未有［Ru（bpy）2
（dppz）］2+用于实时荧光RPA检测的相关报道。

本研究采用金属钌配合物［Ru（bpy）2（dppz）］2+作为荧光染料，将其应用于实时荧光RPA的单重及多

重扩增检测，基于［Ru（bpy）2（dppz）］2+的发光特性观察反应结束后体系的荧光信号，进而判定扩增结

果，达到可视化检测的目的。PCR、LAMP反应由于体系中高浓度［Ru（bpy）2（dppz）］2+引起的强烈抑制，

导致其可视化检测需要进行较为繁琐的管内物理分隔操作，而RPA反应在较高浓度［Ru（bpy）2（dppz）］2+

存在下不会产生明显抑制作用，反应后得到的扩增产物依旧可以在蓝光透射仪下观察到强烈的红色荧

光信号。基于此实现了对常见食源性致病菌（如金黄色葡萄球菌（S. aur）、沙门氏菌（S. spp））DNA模型

分析物的快速、可视化荧光检测。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

高速冷冻离心机（安徽方领生物医疗设备有限公司）；移液枪（Eppendorf AG 公司）；移液枪枪头

（Axygen Scientific公司）；分析天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）；全自动高通量毛细管凝胶电泳
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仪器（Qsep1）（台湾光鼎 Bioptic 公司）；B-BOX 蓝光透射仪（Smobio Technology 公司）；超微量分光光度

计（Thermo Scientific公司）；生物洁净型标准洁净工作台（苏州安泰空气技术有限公司）；MyGo 实时荧

光定量 PCR 系统（英国 IT-IS Life Science Ltd公司）；琼脂糖水平电泳仪（Bio-Rad Laboratories 公司）。

TwistAmp®Basic 试剂盒（TwistDx 公司）；［Ru（bpy）2（dppz）］2+（Jena Bioscience 公司）；细菌基因组

DNA提取试剂盒、普通DNA产物纯化试剂盒（天根生化科技（北京）有限公司）；琼脂糖（Thermo Fisher 
Scientific）。

1. 2　RPA引物设计　
选取金黄色葡萄球菌（S. aur）fem基因保守序列和沙门氏菌（S. spp）的 Stn基因保守序列，通过比对

基因序列并依据引物设计原则［10］，采用DNA Man设计用于扩增 fem基因、Stn基因的特异性引物，并经

过BLAST比对验证其对S. aur、S. spp的特异性，所得引物序列如表1所示。

设计好的引物由上海生工生物工程有限公司合成并经过 HPLC纯化。引物开盖前经 5 000 r/min离

心 1 min使其沉在底部，防止开管粉末挥洒，开管后按照其管上标注的OD值加入相应的 1× TE Buffer，
稀释至100 µmol/L，充分振荡混匀，分装后于-20 ℃保存备用。

1. 3　金黄色葡萄球菌和沙门氏菌DNA提取　
无菌操作下将 S. aur以及 S. spp接种于 LB培养基增菌培养，之后使用细菌基因组DNA提取试剂盒

对菌体DNA进行提取，获得 S. aur、S. spp的DNA，使用超微量分光光度计对提取获得的DNA的浓度及

纯度进行测定后分装放置在-20 ℃保存备用。

1. 4　RPA实时荧光检测　
1. 4. 1　实时荧光单重检测　无菌操作下进行 RPA扩增反应体系的配制，采用 10 µL反应体系进行扩

增：RPA 反应缓冲液（5. 9 µL）、S. aur 上游引物 F3（0. 48 µL，10 µmol/L）、S. aur 下游引物 B3（0. 48 
µL，10 µmol/L）、MgOAc（0. 5 µL，280 mmol/L）、S. aur DNA模板（1 µL）、［Ru（bpy）2dppz］2+（1 µL，30 
µmol/L），同时设置无模板阴性对照并用双蒸水补齐剩余体积。

RPA 扩增在 MyGo 实时荧光 PCR 仪中进行，反应程序选择 37 ℃、15 min；反应中检测荧光信号，

检测通道选择ROX光通道。

将 1010copies/µL 的 S. aur DNA 或 S. spp DNA 原液 10 倍梯度稀释为 109、108、107、106copies/µL，并

以水作为空白对照，分别进行实时荧光RPA的扩增反应，获得扩增产物后进行熔解分析；结合各扩增

反应扩增曲线对应的阈值时间绘制标准曲线。

1. 4. 2　实时荧光多重检测　在配制反应体系时同时加入针对 S. aur和 S. spp的两对引物，分别以 S. aur 
DNA、S. spp DNA以及 S. aur DNA与 S. spp DNA为模板，同时设置无模板的空白对照共 4组样品。反应

体系混匀后进行实时荧光RPA扩增，同时采用毛细管电泳对扩增产物进行分析。

1. 5　基于［Ru（bpy）2dppz］2+的RPA目视比色检测　
反应体系配制时，分别设置含 S. aur DNA的 3组样品，其中依次含终浓度为 1、3、5 µmol/L的［Ru

（bpy）2dppz］2+，同时设置含有相应终浓度［Ru（bpy）2dppz］2+的 3组无模板空白对照样品。反应体系混匀

后进行实时荧光RPA扩增，同时采用毛细管电泳对扩增产物进行分析。

1. 6　模拟实际样品检测　
在反应体系配制时，分别设置 S. aur 阳性实验组，混合牛乳样品的 S. aur 实验组，加入 3 µmol/L

的［Ru（bpy）2dppz］2+；并设置相应无模板阴性空白对照，反应体系混匀后进行实时荧光RPA扩增。同时

配制相同的实验组及空白对照，反应体系混匀后进行PCR扩增，作为标准方法［26］进行比对，采用2%琼

脂糖凝胶对扩增结果进行分析，电泳条件为100 V，电泳时间35 min。

表1　实验所用引物序列
Table 1　Sequence of primers used in the experiment

Name
S. aur-F3
S. aur-B3
S. spp-F3
S. spp-B3

Sequence（5′-3′）
TTTAACAGCTAAAGAGTTTGGT
TTTTCATAATCRATCACTGGAC

CCTTTCCCGCTATCGGTAAC
GGATGCCCAAAGCAGAGAG

Amplification target fragment size/bp
231
210
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2 结果与讨论 
2. 1　基于［Ru（bpy）2dppz］2+的RPA实时荧光单重检测可行性　

［Ru（bpy）2dppz］2+的结构如图 1A所示，当环境中存在DNA时，dppz配体会插入双链结构中使荧光

得以恢复。当RPA扩增开始后，反应生成大量DNA双链与染料结合，含模板的阳性样品荧光信号随着

时间延长而增强，无模板的空白阴性对照荧光信号强度则无明显变化。扩增结束后以反应时间为横坐

标、荧光强度为纵坐标，绘制实时扩增曲线（图 1B），将扩增产物以 0. 05 ℃/s的熔解速率进行熔解并实

时检测荧光信号，阳性对照具有特异的熔解峰，而阴性对照则无熔解峰（图 1C）。以上结果表明，在

RPA扩增反应结束后可以根据熔解峰的有无判断待测样品中是否存在扩增的靶标核酸，即［Ru（bpy）2dppz］2+

作为荧光染料应用于实时荧光RPA扩增可行。

在以不同浓度的 S. aur DNA作为模板进行实时荧光RPA扩增反应后，采用各浓度模板下所得扩增

曲线对应的阈值时间绘制标准曲线（图 2）。结果表明，在以［Ru（bpy）₂dppz］²⁺构建的实时荧光RPA检测

方法中，扩增产物的模板浓度与阈值时间呈现出良好的线性相关性（r² = 0. 996 9），因此该方法可用于

定量检测。

2. 2　基于［Ru（bpy）2dppz］2+的RPA实时荧光多重检测　

为研究基于［Ru（bpy）2dppz］2+的RPA多重检测效果，对 S. aur、S. spp以及 S. aur 与 S. spp的 3组DNA
样品进行了实时荧光扩增（图 3）。对于含单一DNA模板的扩增产物，S. aur DNA的熔解峰位置在 85 ℃，

S. spp DNA在 90 ℃；对于同时含 S. aur与 S. spp两种DNA的扩增产物，其分别在 85 ℃和 90 ℃处出现相

应的熔解峰（图 3B），这些熔解分析结果与毛细管凝胶电泳结果一致（图 3C）。以上结果表明，基于［Ru
（bpy）2dppz］2+建立的多重实时荧光RPA检测方法，可实现待测样品中不同来源的靶标核酸序列的同时

扩增，且根据熔解温度差异可实现对扩增产物的特异性判定。

2. 3　RPA闭管目视比色检测　

含不同浓度（1、3、5 µmol/L）［Ru（bpy）2dppz］2+的 3组阳性样品，其反应体系均可实现扩增（图4A），
经熔解分析后得到特异性扩增产物的熔解峰（图4B），且反应结束后进行毛细管凝胶电泳也获得了明显的

扩增产物条带（图4C）。RPA扩增反应结束后，使用蓝光透射仪观察3组加入不同浓度［Ru（bpy）2dppz］2+的

图1　［Ru（bpy）2dppz］2+的结构（A）、实时荧光RPA扩增曲线（B）及实时荧光RPA熔解曲线（C）
Fig. 1　Structure of ［Ru（bpy）2dppz］2+（A），real-time fluorescent RPA amplification curves（B） and real-time fluorescent 

RPA melting curves（C）

图2　基于［Ru（bpy）2dppz］2+的S. aur实时荧光RPA检测
Fig. 2　Real-time fluorescent RPA assay for S. aur based on［Ru（bpy）2dppz］2+

A. real-time fluorescent RPA amplification curves，B. melting curves at different template concentrations，C. linearity of S. aur 
template concentration versus threshold time
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阳性样品，其所在反应管中均显示红色，而 3组无模板的空白对照样品尽管也加有［Ru（bpy）2dppz］2+，

但在RPA扩增反应结束后，相应反应管中均无颜色显现（图4D）。以上结果表明，应用［Ru（bpy）2dppz］2+

作为荧光染料可以实现RPA闭管目视比色分析，且对检测设备要求更低，可用其他任何能够提供等温

扩增反应条件的设备（如恒温水浴）替换实时荧光PCR仪。

2. 4　模拟实际样品检测　

为验证方法的实用性，对人工 S. aur污染的牛乳样品进行了检测。同时与PCR标准方法进行比对。

如图 5所示，在牛奶复杂样品中可以实现对 S. aur的扩增检测（图 5A），经熔解分析后得到特异性扩增

产物的熔解峰（图 5B），结果与 PCR方法检测结果一致（图 5C）。表明［Ru（bpy）2dppz］2+作为荧光染料在

实际样品检测中具有一定的实用性且检测结果可靠。

3 结 论 
本文探究了明确结构的［Ru（bpy）2dppz］2+代替商业染料（如 SYBR Green I、Eva Green）用于RPA实时

荧光扩增的可行性，实现了食源性致病菌的单重及多重检测，并将RPA与［Ru（bpy）2dppz］2+相结合，建

图4　不同［Ru（bpy）2dppz］2+浓度下的RPA闭管目视比色检测
Fig. 4　RPA closed-tube visual colorimetric assay at different concentrations of ［Ru（bpy）2dppz］2+

A. amplification curves，B. melting curves，C. capillary electrophoresis results of real-time fluorescent RPA amplification products，
D. RPA closed-tube visual colorimetric results；NTC denotes no template negative，“+”indicates positive sample

图5　牛乳实际样品检测的RPA扩增曲线（A）、熔解曲线（B）及牛乳实际样品检测的PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果（C）
Fig. 5　RPA amplification curves（A） and melting curves（B） for the detection of milk； results of agarose gel electrophoresis of 

PCR amplification products from actual samples of milk（C）
lanes 1-4 indicate milk samples without S. aur，milk samples with S. aur，S. aur negative，S. aur positive，respectively； lane M：DNA marker

图3　基于［Ru（bpy）2dppz］2+的多重实时荧光RPA检测
Fig. 3　Multiplexed real-time fluorescent RPA assay based on［Ru（bpy）2dppz］2+

A. amplification curves，B. melting curves，C. capillary electrophoresis results of real-time fluorescent RPA amplification products；
NTC means no template negative
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立了基于［Ru（bpy）2dppz］2+的闭管可视化RPA检测方法。通过对染料浓度的优化，在蓝光透射仪下观察

到了明显的红色荧光发光，进而判定扩增结果。整个检测过程可以在较低温度（37~42℃）下于短时间内

（5~20 min）完成，对设备及环境的依赖度较低，并获得了较高的灵敏度。该法具有可视化检测对比效

果明显、特异性好以及简单快速等优势，可应用于环境检测、食品安全、临床诊断等领域的现场快速

核酸检测。
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